ヒト食道癌培養細胞株における細胞周期調節異常とTGF-β応答性の解析 by 二井谷 友公
ヒト食道癌培養細胞株における細胞周期調節異常と
TGF-β応答性の解析
著者 二井谷 友公
号 1338
発行年 1997
URL http://hdl.handle.net/10097/21385
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
にいたにともひと
 二井谷友公(広島県)
 博士(医学)
 医博第1338号
 平成9年3月25日
 学位規則第4条第1項該当
東北大学大学院医学系研究科
 (博士課程)内科学系専攻
 ヒト食道癌培養細胞株における細胞周期調節異常
 とTGF一β応答性の解析
論文審査委員
 (主査)
教授金丸龍之介
教授堀井明
教授佐藤靖史
 一49一
論文内容要旨
 食道癌は,早期診断と外科的切除による治癒率も向上してきてはいるが,進行癌症例では集学
 的治療によってもその予後は極めて不良である。現行治療法の改善,新しい治療法の開発のために
 も食道癌の細胞レベル,遺伝子レベルでの異常についてさらに詳細に解明することが必須である。
 近年,細胞周期調節に関わる遺伝子群の多くが癌抑制遺伝子であるという多くの知見が集積し,
 細胞周期調節異常と癌の発生,進展との間に強い関連性が想定されてきているが,食道癌に関し
 ても現在までに,多くの癌遺伝子,癌抑制遺伝子に異常が報告されている。
 本研究では,これらの細胞周期調節遺伝子,特にCDKinhibitorp/5,p/6遺伝子変異を検討
 する目的で,ヒト食道癌培養細胞株TE1～TE13を用いて実験を行い,さらにそのうちのρ15遺
 伝子が深く関連しているといわれるTGF一βシグナル伝達の特徴について検討した。
 全細胞株13株中10株(76.9%)でp15遺伝子が,12株(92、3%)でρ16遺伝子が欠失してい
 た。これらは食道癌に関する既存の報告と一致する結果であり,これらの遺伝子の欠失が,ヒト
 食道癌の発癌,あるいは進展の過程において重要な因子の一つであることが示唆された。
 また,TE1ではρ15,ρ16遺伝子ともに正常に発現していたが,Rb蛋白の発現がみられなかっ
 た。TE4,TE5では正常ρ15遺伝子の発現が確認された。TGF一βによる細胞増殖抑制効果を
 MTT法で解析した結果,今回検討した10株中TE4,TE5,TEUの3細胞株においてTGF一β
 の最終濃度2ng/m1,72時間培養後で50%以上の増殖抑制効果が得られた。これらの細胞株で
 は,増殖抑制と時間的に平行して細胞周期のG1期停止がみられ,同時にNorthemblot解析
 の結果,ρ2/遺伝子の発現上昇が確認されたことから,TGB一βによる増殖抑制はCDKinhibi-
 tor誘導に引き続く細胞周期停止によるものと推察された。しかし,正常ρ15遺伝子をもつTE4,
 TE5細胞株においてもTGF一βによるρ15遺伝子の発現誘導はみられなかった。従って,今回対
 象とした13株すべてでρ15遺伝子を介するTGF一βのシグナル伝達系は機能を失っていた。こ
 れらの結果から,TGF一βreseptorからのシグナル伝達経路はρ15遺伝子とρ21遺伝子誘導に関
 し独立しており,ヒト食道癌細胞株においてはp21遺伝子が有意なmediatorである可能性が示
 唆された。また,今回対象とした細胞株はρ53遺伝子に関してはすべてmutantphenotypeで
 あり,ヒト食道癌細胞においてρ53遺伝子を介さないTGF一βによるp21遺伝子発現誘導経路の
 存在が示唆された。このことは,多くの固形癌においてρ留遺伝子が機能欠失していることを考
 慮に入れると,癌の治療という側面からも興味深い。今後,typenTGF一βreseptor,DP(〕4
 遺伝子など,今回検討していないρ2/遺伝子より上流のシグナル伝達異常の解析も含め,TGF一
 βによるρ21遺伝子発現誘導の分子機序についてさらに明らかにしていく必要がある。
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 審査結果の要旨
 筆者は食道癌の発生進展に関わる多くの遺伝子異常の内,最近癌抑制遺伝子として注目されて
 いるCDKinhibitorの変異,特にp15,p!6遺伝子変異について検討している。さらにやはり癌
 との関連が注目され,一連の遺伝子が癌抑制遺伝子として機能しているといわれているTGF一β
 シグナル伝達系の食道癌における特徴について,主にTGF一β応答性の見地から解析している。
 まず,全13株のヒト食道癌培養細胞株を用いて検討した結果,76.9%にp15遺伝子の,92.3%
 にp16遺伝子の欠失を認めた。またこれらの遺伝子の最終的な作用標的であるRb蛋白に関して
 はWes七emblot解析の結果,2株にのみ明らかな異常を検出している。このことからp15,pi6
 遺伝子が食道癌においても癌抑制遺伝子として機能している可能性が高いと結論している。
 続いて筆者は,1)p15遺伝子がTGF一βシグナル伝達系の重要なmediatorの一つと考えら
 れていること,2)全13株中3株では正常p15遺伝子発現が確認された事から,これら3株を
 含んだ細胞株のTGF一β応答性を細胞増殖抑制と細胞周期調節の観点から検討している。その結
 果正常p15,正常Rbを有する2株と,p15を欠失しているがRbは正常である1株に明らかな
 TGF一β応答性を認めている。これら3細胞株でTGF一β添加培養後のNorthemblo七解析を行っ
 た結果では,p15の発現上昇はみられず,他のもう一つの標的分子であるp21の明らかな発現上
 昇がみられた。このことから少なくとも食道癌培養細胞株ではTGF一β応答性のmediatorは
 p15ではなくp21であったと結論している。また用いた細胞は全てp53機能欠失が確認されてい
 ることから,TGF一βによるP21誘導はP53非依存性であることも述べられている。
 本論文では,培養細胞株でという条件下ではあるが,食道癌における癌抑制遺伝子p15,p16
 遺伝子変異(欠失)を明らかにし,これら遺伝子の,食道癌の発生あるいは進展への関与を支持
 したデータとなっている。またp15およびp21に関しては,それらの調節因子と考えられてい
 るTGF一βに対する応答性が示され,食道癌ではp15よりむしろp21がその作用の主なmedla一
 七〇rであることを示している。TGRβシグナル伝達経路のうちp15とp21に至る経路が独立し
 ている可能性が示唆されたこと,癌細胞においてもp53非依存的なTGF一βによるp21誘導が確
 認されたことは意義のある知見であるといえる。TGF一βシグナル伝達に関わる他の重要な遺伝
 子群(TGF一βrecep七〇r,DPC4等)の変異に対しての直接の検討は行われていないが,文献的
 な考察が加えられ,これらの検討は筆者の今後の課題としている。
 以上,本論文の研究内容は一定のレベルに到達しており,学位論文として妥当である。
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